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Referat:  
Gap Junction Kanäle sind wesentlich für die interzelluläre Kommunikation im Herzen. 
Die wichtigsten kardialen Gap Junction Proteine sind Connexin 43, Connexin 40 und 
in frühen Entwicklungsstadien Connexin 45. Da Katecholamine eine wichtige Rolle in 
der kardialen Physiologie bzw. Pathophysiologie spielen, sollte geklärt werden, ob 
Katecholamine die Expression von Connexin 40 und Connexin 43 beeinflussen. 
Es wurden neonatale Rattenkardiomyozyten in Zellkultur 24 Stunden mit 
aufsteigenden Noradrenalinkonzentrationen (1-10000 nM) (physiologischer Agonist 
für α-und β-Adrenozeptoren)  inkubiert. Hier zeigte sich ein signifikanter Anstieg der 
Connexin 43 Expression, während die Connexin 40 Expression nicht beeinflußt 
wurde.  
Um zu zeigen über welchen Adrenozeptor (α oder β) die Hochregulation von Cx 43 
durch Noradrenalin erfolgt, wurden die Zellkulturen in zwei weiteren Versuchsreihen 
zusätzlich mit einem β-Blocker (Propranolol 100µM) bzw. einem α- Blocker (Prazosin 
10 µM) über 24 Std. inkubiert. Hier zeigte sich eine deutliche Inhibierung des 
Noradrenalineffektes durch die Blockade der α-Rezeptoren durch Prazosin. 
Eine Blockade der β-Rezeptoren hatte keinen inhibitorischen Effekt auf die 
Hochregulation der Expression von Cx 43 durch Noradrenalin. Es kam hier sogar zu 
einer verstärkten Expression verglichen mit der Cx 43 Expression unter Noradrenalin 
ohne Rezeptorblockade. 
Desweiteren wurde überprüft, ob es auch unter der Behandlung von Sprague– 
Dawley-Ratten mit einem β-Mimetikum (Isoprenalin) bzw. einem α-Mimetikum 
(Phenylephrin) zu einer Veränderung der Connexinexpression kommt. Die Western 
Blot Analysen ergaben hierbei wieder einen α-Rezeptoren vermittelten Effekt, indem 
es zu einem wesentlichen Konzentrationsanstieg von Connexin 43 unter der 
Behandlung mit Phenylephrin kam.  
   
 4 
 
 
 
Abbildungsverzeichnis: 
 
Abbildung 1:     Original Western Blot von Cx 40 und 43 in neonatalen Ratten 
Kardiomyozyten unter Noradrenalin (10-9 – 10-5 M) über 
24h…………………………………………………………………..S.33 
 
Abbildung 2:     Western Blot Ergebnisse für Cx 40 und 43 in neonatalen Ratten 
    Kardiomyozyten unter Noradrenalin (10-9 – 10-5 M) über 24 h. 
    Dosiswirkungskurve……………………….………………………S.34 
 
Abbildung 3:     Western Blot, Cx43 Expression unter Noradrenalin und 
    Propranolol………………………………………………………….S.35 
 
Abbildung 4:     Western Blot Ergebnisse für Cx43 in neonatalen Ratten 
    Kardiomyozyten unter Noradrenalin (10-9 – 10-5 M) und 
    Noradrenalin mit Propranolol über 24 h. 
    Dosiswirkungskurve……………………………………….………S.35 
 
Abbildung 5:     Western Blot Cx- 43 Expression unter Noradrenalin und 
    Prazosin……………………………………………………………..S.36 
 
Abbildung 6:     Western Blot Ergebnisse für Cx 43 in neonatalen Ratten 
    Kardiomyozyten unter Noradrenalin (10-9 – 10-5 M) 
    und Noradrenalin mit Prazosin über 24 h. 
    Dosiswirkungskurve……………………..…………………………S.36 
 
Abbildung 7:     Western Blot, kardiale Cx- 43 Expression in adulten Ratten nach 
    24h in vivo Exposition mit Phenylephrin und Isoprenalin……...S.37 
 
Abbildung 8:     Western Blot, kardiale Cx- 40 Expression in adulten Ratten nach 
    24h in vivo Exposition mit Phenylephrin und Isoprenalin……...S.38 
   
 5 
 
 
 
Abbildung 9:     Western Blot Ergebnisse für Cx 43 und Cx 40 in adulten Ratten-  
    Kardiomyozyten nach 24 Std. in vivo Exposition mit Phenylephrin 
    (0,5mg/kg/h) bzw. Isoprenalin (0,024mg/kg/h)…………………..S.38 
   
 6 
 
1. Einleitung 
 
Noradrenalin ist einer der wichtigsten Mediatoren im Körper bezogen auf die 
Regulation des Gefäßtonus (Vasokonstriktion), der Herzkraft und -frequenz, aber 
auch hinsichtlich des Wachstums und Remodeling am Herzmuskel, insbesondere bei 
Herzinsuffizienz. Die Herzinsuffizienz entsteht immer dann, wenn einzelne oder 
mehrere für die adäquate Pumpleistung notwendige Komponenten der Herzfunktion 
durch Krankheitsprozesse beeinträchtigt werden. Mögliche Ursachen sind also 
Krankheiten mit direkter Verminderung der Kontraktilität (z.B. Kardiomyopathien; 
Toxine) bzw. mit Untergang von kontraktilem Gewebe (Zustand nach Herzinfarkt; 
ischämische Kardiomyopathie), unphysiologischer Erhöhung der Vorlast (z.B. 
Niereninsuffizienz), unphysiologischer Erhöhung der Nachlast (z.B. art. Hypertonie/ 
Aortenstenose) oder Behinderung der diastolischen Füllung (z.B.Mitralstenose). Die 
Herzinsuffizienz stellt also keine Einzelerkrankung dar, sondern vielmehr das 
Endstadium verschiedener Erkrankungen, die aber alle ein erhöhtes Arrhythmierisiko 
bedingen. Patienten mit der Diagnose einer Herzinsuffizienz mit Schweregrad NYHA 
II-III sterben bis zu ca. 64% an Arrhythmien, die sich zumeist als plötzlicher Herztod 
manifestieren (MERIT-HF Studie, 1999). 
Der Körper kann die verschlechterte Herzfunktion bis zu einem gewissen Grad 
kompensieren, indem er strukturelle und neurohormonelle 
Kompensationsmechanismen aktiviert, um den Blutdruck und das zirkulierende 
Blutvolumen trotz verminderter Pumpleistung aufrechtzuerhalten. Katecholamine, 
Angiotensin und Endothelin sind sehr wichtige Mediatoren bei der Herzinsuffizienz. 
Einer dieser Kompensationsmechanismen ist die Stimulation des sympathisch- 
katecholaminergen Systems, unter anderem aufgrund der Aktivierung des 
Carotissinus bei zu niedrigem Auswurfvolumen, durch vermehrte Ausschüttung von 
Noradrenalin, welches u.a. zu einer Steigerung der Herzfrequenz und der 
myokardialen Kontraktion (pos. Inotropie) und zu einer Erhöhung der Vorlast durch 
Tonussteigerung in den venösen Kapazitätsgefäßen am Herzen führt. Kurzfristig 
führt dies zu einer Verbesserung der kardialen Pumpfunktion und zu einer 
Stabilisierung des Blutdruckes. Bei längerfristiger, dauerhafter Ausschüttung von 
Katecholaminen dagegen kommt es zu negativen Auswirkungen, nicht zuletzt durch 
das einsetzende Remodeling, aber auch durch eine zunehmende 
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Katecholaminrefraktärität aufgrund der einsetzenden Down Regulation der kardialen 
β-Adrenozeptoren. Die Wirkung von Noradrenalin wird über α-Rezeptoren und β- 
Rezeptoren bzw. ihre Subtypen vermittelt, die beide im menschlichen Myokard 
vorkommen (Civantos Calzada et al. 2001); (Brodde et al. 1999; Ponicke et al. 2001). 
In vorangegangenen Arbeiten wurde beschrieben, dass eine chronische Erhöhung 
von Noradrenalin bei Herzinsuffizienz zu einer Hypertrophie der Kardiomyozyten  
führt, wobei es sich hierbei hauptsächlich um einen durch α-Adrenorezeptoren 
vermittelten  Effekt handelt (Pönicke et al. 2001; Schäfer et al. 2000). 
Dazu werden über die Stimulation insbesondere kardialer α1A-Adrenozeptoren 
(Pönicke et al., 2001) Hypertrophie-Programme der Kardiomyozyten aktiviert, die in 
eine gesteigerte Proteinsynthese münden. Die Zellen hypertrophieren, wobei hierbei 
MAP Kinasen wie erk1/2 oder p38MAPK wahrscheinlich eine Rolle spielen. Die 
Zellen vergrößern sich dabei (Hypertrophie), müssten aber auch ihre elektrische 
Kopplung an diese neue Größe bzw. Morphologie anpassen. Ob dies stattfindet, ist 
aber bislang unbekannt und soll daher Gegenstand der vorliegenden Arbeit sein. 
Für Angiotensin und Endothelin konnte bereits nachgewiesen werden, dass sie nicht 
nur zur Hypertrophie sondern auch zu einer vermehrten Expression kardialer Gap 
Junctions führen, wobei es vor allem zu vermehrter Expression des Gap Junction 
Proteins Connexin 43 kam, während andere kardiale Connexine unbeeinflusst 
blieben (Polontchouk et al., 2002). Diese Arbeit zeigte, dass Angiotensin-II via AT1-
Rezeptoren und Endothelin via ET(A)-Rezeptoren Cx43 hoch regulierte. Da diese 
beiden Rezeptoren an Gq/11-Proteine gekoppelt sind, erscheint es möglich, dass auch 
der α1-Adrenozeptor, der ebenfalls ein Gq/11-gekoppelter Rezeptor ist, eine Wirkung 
auf die Connexinexpression haben könnte. Kardiomyozyten sind elektrisch gekoppelt 
über niederohmige Gap Junction Kanäle (Weingart & Maurer, 1987). Diese sind aus 
12 Proteinuntereinheiten aufgebaut, den sogenannten Connexinen. 6 Connexine 
bilden dabei einen Halbkanal, ein Connexon. 2 Connexone fügen sich zu einem 
vollständigen Kanal zusammen (Dhein, 1998). Gap Junction Kanäle in adulten 
Cardiomyozyten befinden sich an den ʺ″intercalated discsʺ″, zwischen den 
Desmosomen und adherens junctions bzw. in geringer Zahl entlang der lateralen 
Myozytenmembran. Sie dienen der Überleitung elektrischer Impulse zwischen 
einzelnen Myozyten und unterstützen damit die gleichzeitige elektrische Aktivität des 
Myokards. 
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Derzeit sind 21 humane Connexine bekannt (Söhl & Willecke, 2004), die nach ihrem 
Molekulargewicht bezeichnet werden. Am Herzen sind die wichtigsten Connexine 
das Cx40 (Reizleitungssystem, Atrium), das Cx43 (ubiquitär) und das Cx45 (in frühen 
Entwicklungsstadien und im Reizleitungssystem). Cx43 ist neben Cx40 das häufigste 
Gap Junction Protein im Herzen und im kardiovaskulären System. 
Wenn nun im Rahmen einer Hypertrophie die Zellmasse einer einzelnen Zelle 
zunimmt, ist es anzunehmen, dass auch mehr elektrische Kontakte gebildet werden 
müssen, um die Nachbarschaftszellen elektrisch zu erreichen, umzuladen und eine 
Aktionspotentialfortleitung zu gewährleisten. Tatsächlich zeigte sich auch die 
Parallelität von Hypertrophie und Gap Junction Hochregulation bei den hypertrophen 
Stimuli Angiotensin und Endothelin (Polontchouk et al., 2002). Es kann aber  
geschehen, dass diese neu gebildeten Gap Junctions nicht wie normal am Zellpol, 
sondern vermehrt an der Seite der Zelle eingebaut werden, wie dies bei 
Herzinsuffizienz beobachtet wurde (vgl. Severs, 2004, 2008). Eine solche fehlerhafte 
Lokalisation kann dann zu einer veränderten Richtung der Aktionspotentialfortleitung 
führen, was wiederum zu Rhythmusstörungen führen kann (vgl. Dhein, 2006).  
Connexine werden im rauen endoplasmatischen Retikulum (rER) synthetisiert, 
posttranslationell modifiziert, noch im rER in die Membran inseriert, gefaltet und 
schließlich im trans–Golgi-Apparat zu den Hexameren, den Hemichannels, 
oligomerisiert (Musil et al. 1993; Musil et al., 1995). Diese werden dann in die 
Plasmamembran eingebaut und bewegen sich in der cholesterinreichen Domäne, bis 
sie auf einen Hemikanal der Nachbarzellen treffen (Peters et al., 1993). 
Gap Junction Kanäle sind niederohmige Verbindungen zwischen Zellen, die  reguliert 
sind und sich öffnen sowie schließen können. Im Gegensatz zu den sonstigen 
transmembranären Ionenkanälen können sie dabei verschiedene 
Leitfähigkeitszustände (ʺ″substatesʺ″) annehmen, zwischen denen durch 
Phosphorylierungsprozesse hin und her geschaltet werden kann (Kwak et al. 1996). 
Die Leitfähigkeit der Gap Junction Kanäle kann durch eine Vielzahl von Faktoren 
reguliert werden. Dabei kann es zum Schließen des Kanals kommen, bei anderen 
Regulationsvorgängen, beispielsweise Phosphorylierungen des Kanals, kann sich 
die Einzelkanalleitfähigkeit und (oder) die Offenwahrscheinlichkeit verändern (Dhein, 
1998).  
Weiter kann die Gap Junction Leitfähigkeit durch Proteinkinasen reguliert werde, die 
entsprechende Abschnitte im C-Terminus phosphorylieren. So können Proteinkinase 
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C (PKC), Proteinkinase A (PKA), Proteinkinase G (PKG), ʺ″mitogen activated protein  
kinaseʺ″ (MAPK) sowie Tyrosinkinasen den Kanal beeinflussen. In ähnlicher Weise 
wirken die ʺ″second messengerʺ″ cAMP und cGMP, die ihrerseits die PKA und PKG 
aktivieren können (Kwak et al., 1996). Da diese Kinasen vielfach über Rezeptoren 
aktiviert werden können, gibt es entsprechende Effekte durch Stimulation von β- 
Adrenozeptoren, α-Adrenozeptoren und anderen (Dhein 1998; Kolb et al. 1991; 
Page1992). 
Eine der wichtigsten und auch eine der zuerst entdeckten Funktionen von Gap 
Junctions ist die Wachstumskontrolle, Kontaktinhibition und die Kontrolle der 
Zelldifferenzierung durch Austausch von Botenstoffen (MW< 1000 Dalton) zwischen 
den Zellen über die Gap Junction Kanäle (Loewenstein 1979).  
In Studien über den Abbau von Gap Junction Kanälen kamen mehrere Autoren zu 
dem Schluss, dass wenn einmal ein kompletter dodecamerer  Gap-Junction-Kanal 
synthetisiert wurde, dieser nicht wieder in Hemikanäle bzw. Connexone zerteilt 
werden kann.  
Stattdessen internalisiert eine der beiden Nachbarzellen den kompletten Gap 
Junction Kanal. Elektronenmikroskopische Studien zeigten die Existenz von 
vesiculären Doppelmembranen, Gap Junction ähnlichen Strukturen innerhalb des 
Zytoplasmas der Zelle – die sogenannten ʺ″anular gap junctionsʺ″, welche das Produkt 
der Invagination beider Kanalmembranen in das Zytoplasma einer der beiden 
angrenzenden Zellen ist (Mazet et al. 1985; Dermietzel et al. 1991; Naus et al. 1993; 
Jordan et al. 2001). 
Allerdings scheint die Internalisierung nicht der einzige Mechanismus zur Regulation 
der Gap Junction Kanäle zu sein, da diese ʺ″anular gap junctionsʺ″ nicht in allen 
Geweben zu finden sind. Zum Beispiel befinden sich in Leberzellen nur eine sehr 
geringe Anzahl solcher Strukturen. 
Eine weitere Vermutung liegt darin, dass die Connexone in Endozytose Vesicel 
internalisiert werden und in Lysosomen abgebaut werden (Fujimoto et al. 1997). Die 
Summe der proteasomal bzw. lysosomal abgebauten Connexine wird vermutlich 
zelltypspezifisch sein und ist bis jetzt noch nicht genau definiert. 
In einer neueren Studie (Qin et al.;2003) in der zwei Zelllinien (Kommunikations-
kompetente und Kommunikations-inkomepetente Zellen) verwendet wurden, wurde 
über ein neues Modell berichtet, in dem Lysosomen eine Schlüsselrolle im Abbau 
von Cx43 spielen. 
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Letztendlich ist aber der exakte Mechanismus von Ubiquitinylierung, Internalisierung 
und Abbau der Connexine zur Zeit noch nicht bekannt. 
Phylogenetisch stellen die Connexine eine Proteinfamilie dar, die in zwei Gruppen 
zerfällt, die sich in der Länge des N-Terminus um eine Aminosäure unterscheiden. In 
der zweiten Gruppe sind u.a. die Connexine Cx40, Cx43 und Cx45 enthalten 
(Bennett et al., 1995). Die unterschiedlichen Molekulargewichte der Isoforme 
ergeben sich aus den variablen Längen des C-Terminus. Die Connexin  Isoformen 
werden nach ihrem Molekulargewicht bezeichnet, zum Beispiel Cx43 für ein 
Connexin mit 43 kDa Molekulargewicht. Einige dieser Isoformen sind gewebetypisch, 
andere treten in zahlreichen Geweben auf (Dhein 1998).  
 
Adrenozeptoren sind G–Protein-gekoppelte Rezeptoren (ß-Adrenozeptoren 
Kopplung an Gs, α2-Adrenozeptoren, Kopplung an Gi mit anschließender 
Stimulierung bzw. Inhibierung der cAMP-Kaskade), die aufgrund ihrer 
pharmakologischen und molekularbiologischen Eigenschaften in drei Familien zu je 
drei Subtypen unterteilt werden: 
α-Adrenozeptoren mit den Subtypen α1A, α1B und α1D (α1-Adrenozeptoren, Kopplung 
an Gq/11-Protein mit Aktivierung der IP3-Kaskade) sowie α2A, α2B und α2C. Bei den β-
Adrenozeptoren unterscheidet man die Subtypen β1,β2 und β3. 
Als Agonisten wirken an α-Adrenozeptoren u.a. Phenylephrin, und Noradrenalin, als  
Antagonisten beispielsweise Prazosin. 
An β-Adrenozeptoren wirken agonistisch u.a. Adrenalin, Noradrenalin, Isoprenalin, 
Orciprenalin und antagonistisch Propranolol und Metoprolol. 
Zwar gibt es speziesabhängige Unterschiede in der Verteilung und Anzahl der 
Rezeptoren (Tang et al., 1982), jedoch sind β-Adrenozeptoren die dominierende 
Form der Adrenozeptoren am Herzen mit einem Verhältnis von 80:20 von β1 zu β2 
Adrenozeptoren (Udenfriend et al., 1983). 
Die Regulation der kardialen Funktion durch Katecholamine erfolgt beim Menschen 
und vielen anderen Spezies vor allem über β- Adrenozeptoren. Beide, β1 und β2 AR 
Subtypen, binden an Gs-Proteine, modulieren dadurch die Aktivität der 
Adenylatcyclase, es kommt zu einem Anstieg von cAMP und letztendlich einer 
Aktivierung der PKA (Brodde et al., 1995). 
Pönicke et al. (2001) zeigte, dass die Proteinsynthese und damit auch die 
Hypertrophieantwort, in neonatalen Ratten-Cardiomyozyten durch α1A-
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Adrenozeptoren reguliert wird. Aber auch eine Aktivierung der Gs-gekoppelten β- 
Adrenozeptoren durch Noradrenalin, führt zu  einer  Aktivierung der Adenylatcyclase/ 
Protein Kinase A-Kaskade und einem cAMP-unabhängigen Anstieg der Protein 
Synthese, vermutlich über Tyrosinkinasen und Ornithin-Decarboxylase insbesondere 
wenn die β2-Adrenozeptoren blockiert sind (Schäfer et al., 2000). 
Wie bereits erwähnt wurde in vorangegangenen Arbeiten beschrieben, dass eine 
chronische Erhöhung von Noradrenalin bei Herzinsuffizienz zu einer Hypertrophie 
der Kardiomyozyten führt (Pönicke et al.,2001). Die Vergrößerung der Zellen müßte 
allerdings auch eine Anpassung der elektrischen Kopplung an diese Größe bzw. 
Morphologie nach sich ziehen. Ob dieses stattfindet, war bislang nicht bekannt und 
sollte Gegenstand dieser Arbeit sein. 
Weiterhin sollte geprüft werden, über welchen Rezeptor die Signaltransduktion 
stattfindet. Angiotensin bzw. Endothelin, die bei chronischer Erhöhung, neben der 
Hypertrophieantwort auch eine Erhöhung der Cx43 Expression verursachen, werden 
über Gq/11 gekoppelt (Polontchouk et al., 2002). Da auch bei α-Adrenozeptoren eine 
Kopplung an Gq/11 erfolgt, wäre eine denkbare Hypothese gewesen, dass der 
Signaltransduktionsweg über α-Adrenozeptoren erfolgt. 
 
 
 
1.1 Aus dem oben Gesagten ergeben sich folgende Fragestellungen dieser 
Arbeit: 
 
1. Führt Noradrenalin zu einer Veränderung der kardialen Gap Junction Protein  
       Expression? 
2. Wenn ja, über welchen Adrenozeptor (α oder β) wird dies transduziert? 
3. Wie ist die EC50 für einen solchen Effekt?  
4. Gibt es ggf. ein Korrelat zu diesen Befunden unter in-vivo Bedingungen? 
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2. Material und Methoden 
 
2.1 Isolierung und Kultivierung neonataler Kardiomyozyten 
 
Kardiomyozyten neonataler Wistar-Ratten wurden mit Hilfe von 
Disaggregationslösung isoliert und in angereichertem Kultivierungsmedium M 199 
über 4 Tage inkubiert. Anschließend  wurden sie am 4. Tag mit unterschiedlichen 
Noradrenalinkonzentrationen und später mit zusätzlichen Pharmaka weitere 24 
Stunden inkubiert. 
Es wurden folgende Lösungen und Medien unter sterilen Bedingungen hergestellt: 
 
    
PBS-Puffer      137 mmol/l NaCl  (8g/l) 
 
                                             2,7 mmol/l  KCl    (0,2 g/l) 
 
   8,3 mmol/l  Na2HPO4*2 H 2O (1,44 g/l) 
 
   1,5 mmol/l  KH2PO4  (0,2 g/l) 
 
   pH Wert einstellen auf 7,4  
 
   bei 4°C lagern 
 
 
PBS/Glucose-Lösung  20 mmol/l Glucose (4g/l in PBS-Puffer) 
 
 
Verdauungslösung  50 ml PBS/Glucoselsg. 
 
   500 mg  Albumin (BSA) 
 
   50 mg Collagenase Type II 
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Diese Lösungen mussten immer direkt vor Gebrauch angesetzt werden. 
 
 
Resuspensionslösung  45 ml M199 
 
100 µg/ml Penicillin (50µl aus 
Stammlsg.) 
 
100µg/ml Streptomycin (50 µl aus 
Stammlsg.) 
 
                                                                          10% FCS (5 ml) 
 
25mmol/l HEPES (0,3g/50ml) 
2 mmol/l  L-Glutamin (500µl aus 
Stammlsg.) 
 
Die Lösung mußte steril filtriert und möglichst frisch verwendet werden. Eine 
kurzzeitige Lagerung bei 4°C war möglich. 
                                                                                                                                                                                            
 
Nährmedium 1. Tag  84 ml M 199 
 
   2 mmol/l L-Glutamin ( 1ml Stammlsg.) 
 
   5% FCS  (5ml) 
 
   100µg/ml Penicillin (100µl Stammlsg.) 
 
   100µg/ml Streptomycin (100 µl  
Stammlsg.) 
 
10% Pferdeserum (10 ml) 
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Die Lösung mußte steril filtriert werden. Eine kurzzeitige Lagerung bei 4°C war 
möglich.  
 
Nährmedium 2. Tag  88 ml M 199 
 
   2 mmol/l L-Glutamin (1ml Stammlsg.) 
 
   1% FCS (1ml) 
 
   100µg/ml Penicillin (100µl Stammlsg.) 
 
   100µg/ml Streptomycin (100µl  
Stammlsg.) 
 
10% Pferdeserum (10 ml) 
 
Die Lösung mußte steril filtriert werden.  
 
 
Dulbecco`s Spüllösung  137 mmol/l NaCl  (8g/l) 
 
   2,68 mmol/l KCl  (0,2 g/l) 
 
   6,48 mmol/l Na2HPO4*2H2O (1,2g/l) 
 
   1,47 mmol/l KH2PO4 (2g/l) 
 
   0,49 mmol/l MgCl2*6H2O (0,1g/l) 
   0,81 mmol/l MgSO4*7H2O (0,2g/l) 
 
   0,9 mmol/l CaCl2 (0,132g/l) 
 
   pH auf 7,2 einstellen 
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Die Lagerung erfolgte bei 4°C.  
 
 
2.1.1 Isolierung der Zellen 
 
Es wurden 6-well plates zur Kultivierung der Zellen verwendet. Um das Anhaften der 
Zellen zu gewährleisten, wurden  die Petrischalen zuvor mit 0,1%, steriler 
Gelatinelösung beschichtet und mind. 1 Stunde bei 37°C vorinkubiert. 
Zur Gewinnung der Kardiomyozyten wurden die 1 Tag alten Wistar-Ratten decapitiert 
und anschließend thorakotomiert, die Herzen heraus präpariert und sofort in  4° C 
kalte Glucoselösung gegeben. Anschließend wurden vorsichtig die Vorhöfe mit 
einem Skalpell von den Ventrikeln getrennt und verworfen. Die Ventrikel wurden in 
frische Glucoselösung gebracht und mit einer Spezialschere zerkleinert. Nach dem 
Zerkleinern wurden die Ventrikel mit 7 ml Disaggregationslösung in ein 50 ml 
Röhrchen überführt und 5 Min. im 37 °C Wasserbad unter leichtem Kreisen inkubiert. 
Durch die Collagenase wurden interzelluläre Verbindungen im Gewebsverband 
angedaut und herausgelöst mit dem Ziel eine Suspension von Einzelzellen und 
Zellaggregaten zu bekommen.  
Nach 5 Min. Inkubation ließ man das Gewebe kurz sedimentieren, pipettierte den 
Überstand in ein zweites Röhrchen und gab wiederum 7 ml der 
Disaggregationslösung zu dem Gewebe. Dieser Vorgang wurde siebenmal 
wiederholt. Zu dem Überstand wurden nach jedem Mal Abpipettieren 7 ml 
Resuspensionslösung dazugegeben, um den Verdauungsprozess zu stoppen. 
Die so gewonnene Zellsuspension wurde gleichmäßig auf zwei Röhrchen verteilt und 
anschließend bei 700 rpm zentrifugiert und der Überstand abpipettiert und verworfen. 
Das Pellet wurde mit „ Medium 1. Tag“ resuspendiert. Das Suspensionsgemisch 
wurde dann in eine Plastikflasche überführt und 30 Min. im Brutschrank bei 37°C und 
5% CO- Sättigung inkubiert, damit sich vor allem Bindegewebszellen am Boden 
absetzen konnten und somit von den Muskelzellen getrennt wurden. 
Von dem Überstand wurden jeweils 2 ml auf die mit Gelatine vorbereiteten 
Petrischalen pipettiert und 24 Stunden bei 37° C inkubiert, damit die Zellen am 
Boden anhaften konnten. 
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Nach 24 Stunden wurde das Medium gewechselt. Dazu wurde zunächst das alte 
Medium vorsichtig abgesaugt, zweimal mit jeweils 2 ml Dulbeccos Spüllösung 
gespült,  und schließlich wurden jeweils 2 ml 1%- iges  FCS- Nährmedium pro 
Vertiefung auf die Zellen gegeben. Damit die Zellen nun zu einem Zellverband 
heranwachsen konnten, wurden sie weitere zwei Tage bei 37° C in den Inkubator 
gestellt. 
Am 4.Tag sollten die Zellen konfluent und Zellkontraktionen deutlich sichtbar sein. 
Jetzt wurden die unterschiedliche Konzentrationen Noradrenalin teilweise mit 
Rezeptorenblockern auf die jeweiligen 6-well plates pipettiert. 
Zunächst sollte ein genereller Einfluß von Noradrenalin auf die Zellen überprüft 
werden. Dazu wurden die einzelnen wells mit Noradrenalinkonzentrationen von 1nM, 
10 nM, 100nM, 1µM und 10µM für jeweils 24 h inkubiert, wobei eine Kontrolle ohne 
Noradrenalin mitgeführt wurde. 
Die Noradrenalinlösung wurde mit 5 %-igem FCS- Nährmedium verdünnt, auf die 
Zellen gegeben und 24 Stunden inkubiert , wobei zusätzlich noch Nialamide (10µM), 
ein Monoaminooxidasehemmer zu der Lösung hinzugegeben wurde, um den Abbau 
des Noradrenalins während der Inkubation zu verhindern. 
In zwei weiteren Versuchsreihen wurden zusätzlich ein β-Blocker (Propranolol 100 
nM) bzw. ein α-Blocker (Prazosin 10 nM) zu den Zellen gegeben und wieder 24 
Stunden inkubiert. 
Die Zellreihen wurden nun im nächsten Arbeitsschritt einer Zellyse unterzogen. 
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2.1.2 Zellysis 
 
 
Der Extraktionspuffer (Laemmli-Puffer) für die nachfolgenden Versuche wurde wie 
folgt zusammenpipettiert: 
 
50 mM Tris- HCL ph 6,8 
 
10%  Glycerol 
 
2%  SDS 
 
5% β- Mercaptoethanol 
 
0,005% Bromphenolblau 
 
1 nM PMSF 
 
Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur. Nachfolgend wird die mechanische 
Zerkleinerung beschrieben, bei der, unter der Einwirkung von Detergenzien, 
intrazelluläre Proteasen freigesetzt werden, welche die zu untersuchenden Zellen 
spalten könnten. Um dieses zu verhindern, wurde PMSF als Protease-Inhibitor dem 
Extraktionspuffer hinzugefügt. 
PMSF ist in wässriger Lösung extrem instabil und sollte deswegen erst kurz vor 
Versuchsbeginn zugefügt werden. β-Mercaptoethanol wurde eingesetzt, um eine 
artifizielle Aggregation von Proteinen durch Oxidation von Thiolgruppen bei direktem 
Kontakt der Extrakte mit Luftsauerstoff zu verhindern. 
 
 
 
 
 
   
 18 
2.1.3 Gewinnung der Zellsuspension 
 
Der Zellrasen wurde nach der oben beschriebenen  Inkubationzeit  durch 
zweimaliges Waschen mit kaltem PBS- Puffer von eventuell abgestorbenen 
Zellresten  befreit. Nach Absaugen des Puffers wurde pro Schale 100 µl Laemmli-
Puffer auf den Zellrasen gegeben und mit einem Zellschaber abgekratzt. 
Anschließend wurde das Lysat in gekühlte 1000 µl Eppendorf-Röhrchen pipettiert. 
Die Röhrchen wurden nun in einer gekühlten Biofuge (4°C) kurz anzentrifugiert und 
nachfolgend in einem 4°C kaltem Ultraschallbad für 2x10 Sek. behandelt, bis keine 
Zellklumpen mehr sichtbar waren. Das Lysat konnte nun zur Proteinbestimmung und 
Elektrophorese weiter verwendet  bzw. bei  -80°C aufbewahrt werden. 
 
2.1.4 Isolierung und Gewinnung der in vivo behandelten Ratten-
Kardiomyozyten 
 
In einem weiteren Versuchsansatz wurden adulte Sprague-Dawley Ratten (MEZ, 
Universität Leipzig) in vivo 24 Std. mit dem β-Adrenozeptoragonisten Isoprenalin 
(=Isoproterenol; 0.024 mg/kg/h) oder dem α-Adrenozeptoragonisten Phenylephrin 
(0.5 mg/kg/h) jeweils in 0.9% NaCl über einen implantierten Mikrokatheter (vgl. 
Abschnitt 2.6) behandelt. Diese in-vivo Versuche wurden im Institut für Physiologie 
der Universität Leipzig (Direktor: Prof. Dr. Zimmer) durch Frau PD Dr. Rassler 
durchgeführt. Das nach Tötung der Tiere anschließend gewonnene Herzgewebe 
wurde wie folgt behandelt:  
Zur Proteinisolation wurde zunächst ein Laemmli-Puffer-Plus frisch angesetzt: 
4,85 ml Laemmli-Puffer (50mM Tris, 2% SDS, pH 6,7) 
100 µl ß- Mercaptoethanol 
50   µl 100mM Na3VO4 
Es wurden nun in Rundbodenfalcons pro Gewebeprobe 500 µl Laemmli-Puffer 
vorpipettiert, das Gewebestück (ca.0,5 x 0,5 cm) vorsichtig mit einer sterilen Pinzette 
in den Puffer gegeben und mit Hilfe eines Ultra-Turax zerkleinert. Anschließend 
wurde die Gewebesuspension jeweils in eine 1,5 ml Tube überführt und 5 Min. bei 
Raumtemperatur stehengelassen. Im nächsten Schritt wurden zu jeder Probe 6 µl 
Benzon-Nuklease dazu pipettiert und wieder 5 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. 
Die Proben wurden nun bei 10.000 g 15 Sek. kurz anzentrifugiert und der Überstand, 
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indem sich nun die in SDS gelösten Membranproteine befanden, zur 
Proteinbestimmung (s.u.) weiterverwendet.  
 
 
 
2.2 Erstellung der Eichgeraden 
Es wurden die Extinktionen mehrerer Rinderserum-Albuminlösungen (BSA) mit 
definierten Konzentrationen (1; 2; 4; 6; 8; 10; 20 µl) gemessen. Aus den im 
Spectrometer bei 750 nm jeweils dreifach gemessenen Extinktionen der jeweiligen 
Konzentrationen wurden Mittelwerte gebildet und die erhaltenen Werte in einer 
Eichgeraden aufgetragen. 
 
 
2.3 Proteinbestimmung  TCA-Lowry 
Die Proteinbestimmung erfolgte nach Lowry (Lowry et al., 1951). Folgende Lösungen 
wurden vorbereitet: 
 
Lösung A :      2% Na2Co3 in 0,1 N NaOH 
Lösung B1:      1% CuSO4 
Lösung B2:      2% Kalium-Na-Tartrat 
Reagenz 1:     50 ml Lösung A, 0,5 ml Lösung B1, 0,5 ml Lösung B2 
Reagenz 2:      Folin Reagenz 1:1 mit H2O dest. Verdünnt 
 
Zur Versuchsdurchführung wurden 500µl 10% Trichloressigsäure in ein Eppendorf-
Röhrchen pipettiert, 3µl Probe zugegeben und auf Eis gestellt. Jede Probe wurde 
dreifach angesetzt.  
Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde wurden die Proben 15 min. bei 13.000 
bpm zentrifugiert, anschließend der Überstand dekantiert und verbleibende 
Flüssigkeit mit Hilfe von  Filterpapier entfernt. Das Pellet wurde mit 1ml Reagenz 1 
versetzt und mittels Vortex  gelöst. Zusätzlich wurde noch ein Leerwert mit 1ml 
Reagenz 1 mit angesetzt. 
Proben und Leerwert wurden nun 10min. bei Raumtemperatur inkubiert. 
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Nach 10min. wurden pro Eppendorf-Röhrchen 100µl Reagenz 2 zugefügt (inklusive 
Leerwert), wieder gut gemischt (Vortex) und 10 Min. in einem Heizblock bei 60°C 
inkubiert.  
Nach 10 Min. wurden die Proben auf Eis gebracht, um die Reaktion zu stoppen. Jetzt 
erfolgte die Messung der Extinktion der einzelnen Proben im Spektrometer bei 750 
nm.  
Der Mittelwert der bestimmten Proteinmenge wurde durch das Volumen der 
Meßprobe dividiert, um die Konzentration (µg/µl) des Proteins in der Ausgangslösung 
zu erhalten.  
 
 
2.4 SDS – Polyacrylamid - Gelelektrophorese (SDS - PAGE) 
 
Mit Hilfe der PAGE-Elektrophorese nach Laemmli (Laemmli, 1970) und mittels 
Western Blot Verfahren, wurden die Proteine zunächst nach ihrer Größe aufgetrennt 
und später immunologisch analysiert. Die Elektrophorese erfolgte unter 
denaturierenden Bedingungen, wobei SDS eingesetzt wurde, das als amphiphiles 
Detergenz die native Struktur des Proteinmoleküls entfaltet und ihm eine stark 
negative Ladung proportional zu seinem Molekulargewicht  verleiht. 
 
2.4.1 Herstellung der Gele 
 
Zur Vorbereitung wurden zunächst die Glasplatten mit Ethanol entfettet und 
anschließend in die Elektrophoreseapparatur eingespannt. Die Lösungen für die 
Gele wurden wie folgt zusammenpipettiert: 
 
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8:             27,23 g Tris, ad 150 ml ddH2O; Lagerung bei 4°C 
0,5 M Tris-HCl, pH 6,8:             6g Tris, ad 100ml ddH2O; Lagerung bei 4°C 
 
10% Trenngel                             10 ml 
ddH2O                                         4,1 ml 
Acrylamid/Bisacrylamid              3,3 ml  
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8                2,5 ml 
20% SDS                                    0,05 ml 
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5 min. Ultraschall, um eventuelle Luftblasen zu beseitigen 
10 %  APS                                   50 µl  
TEMED                                        5  µl       
 
4% Sammelgel                            5 ml 
ddH2O                                         3,07 ml 
Acrylamid/Bisacrylamid              0,62 ml 
0,5 M Tris-HCl, pH 6,8               1,25 ml 
20% SDS                                    0,025 ml 
5 Min. im Ultraschallbad 
10% APS                                    25µl 
TEMED                                       5µl 
 
Die einzelnen Komponenten wurden in der oben genannten Reihenfolge, zunächst 
für das Trenngel,  in einem  Becherglas zusammen pipettiert. Nach Zugabe von 
TEMED und APS wird durch deren Wechselwirkung die Polymerisation und damit die 
Entstehung des Gels durch Freisetzung freier Radikale ausgelöst. 
Die Lösung musste nun zügig mittels einer 1000 µl Eppendorfpipette, luftblasenfrei, 
zwischen die Glasplatten pipettiert werden, indem man die Pipettenspitze am Rand 
der Gläser ansetzte und die Lösung vorsichtig in den Zwischenraum fließen ließ. Die 
vorher markierte Füllhöhe betrug die Tiefe der Probentaschen plus ca. einen cm. 
Anschließend wurden noch 500µl ddH2O auf das gegossene Gel pipettiert, um eine 
glatte Randzone und eine Polymerisation unter Luftabschluß zu erhalten. 
Die Polymerisation des Trenngels war abgeschlossen, wenn zwischen Gel und 
ddH2O eine deutliche Diskontinuität als Trennlinie zu erkennen war. Der Wasserfilm 
konnte nun vorsichtig abgegossen werden. 
Als nächstes wurde nun das Sammelgel auf gleiche Weise auf das Trenngel 
pipettiert und der Slotkamm vorsichtig bis zum Anschlag in das Sammelgel 
eingetaucht. 
Die vollständige Polymerisation des Sammelgels war ca. nach 45 min. 
abgeschlossen. Das Gel konnte nun beladen oder 24 Std. in einer feuchten Kammer 
bei 4°C aufbewahrt werden. 
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2.4.2 Beladen der Gele 
 
Die Elektrophoresekammer wurde langsam vollständig mit Elektrophoresepuffer 
gefüllt, um die Entstehung von Luftblasen zu verhindern. Die Pufferlösung muß die 
Slots vollständig ausfüllen.   
Der Puffer setzt sich wie folgt zusammen: 
 
Laufpuffer                 500ml 
Tris                            1,5 g 
Glycin                        7,22 g  
ad 500 ml ddH2O, pH-Wert Einstellung auf 8,9 
20% SDS                    2,5ml 
 
In jeden Slot wurden nun 20µg aufgetaute Probe pipettiert, die jeweiligen Volumina 
(in µl) wurde für jede Probe zuvor berechnet. In den linken äußeren Slot ließ man 
einen Molekulargewichtsmarker mitlaufen, um später die entsprechenden 
Proteingrößen der einzelnen Probenbanden identifizieren zu können. 
 
2.4.3 Elektrophorese 
 
Nach dem Beladen der Gele wurde die Elektrophoresekammer an ein Powerpack 
angeschlossen und die Proben  zunächst ca. 10 Min. bei 25 mA laufen gelassen, bis 
die Proteinbanden das Trenngel erreicht  hatten. Anschließend wurde die 
Stromstärke  auf  50 mA erhöht und die Proben ca. weitere 50 Min. laufen gelassen, 
bis die Bromphenolblaufront  das untere Gelende erreicht hatte. Damit war der 
Elektrophoresevorgang beendet. 
 
2.4.4 Proteinblot/ Western Blot 
 
Die Proben wurden nun mit Hilfe des Western Blots, einem immunologischen 
Verfahren zur Isolierung und Bestimmung eines bestimmten Proteins, 
weiterbehandelt. Hierbei handelt es sich um den Transfer der im Elektrophorese-Gel 
getrennten Proteine auf eine Polymerschicht (Nitrozellulose-ECL-Membran), 
wodurch die Proteine immobilisiert  werden und für die folgenden immunologischen 
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Reaktionen leichter zugänglich sind. Der Western Blot wurde mittels der Tank-Blot-
Methode durchgeführt. Folgender Transferpuffer (modifizierter Towbin-Puffer) wurde 
hergestellt: 
25 mM  Tris             3,03 g 
192 mM  Glycin       14,4 g 
20%  Methanol         200 ml 
dd H2O                     ad 1l; pH 8,3 (pH-Wert-Einstellung vor Zugabe des Methanols) 
 
Das Acrylamidgel wurde vorsichtig mit einem Plastikspatel von den Platten gelöst 
und in eine Schale gelegt, die zuvor mit ca. einem Drittel des Transferpuffers gefüllt 
wurde. Der Transferpuffer schützt in diesem Arbeitsschritt zum Einen die Gele vor 
Austrocknung und weiterhin bewirkt er die Reduktion des freien SDS im Gel. 
Der restliche Transferpuffer wurde in ein Becherglas gefüllt und die Schwämme des 
Blotsystems darin eingeweicht. Das Sammelgel wurde nun mit dem Spatel vom 
Trenngel abgelöst und verworfen. Zur Orientierung wurde eine Ecke des Trenngels 
abgeschnitten. Vorbereitend wurden nun pro Gel 6 Blotpapiere in Größe des Gels 
zugeschnitten und im 45° Winkel in die Schale mit Transferpuffer eingetaucht und 
mind. 15 Min. darin getränkt. In der selben Größe wurde pro Gel eine Blotmembran 
zurechtgeschnitten und auf die selbe Weise in den Transferpuffer gebracht. Das 
Blotsandwich wurde auf der schwarzen Lochplatte (Kathode) wie folgt aufgebaut. 
1 Schwamm 
3 Blotpapiere 
1 Acrylamidgel 
1 Membran 
3 Blotpapiere 
mit einem Plastikröhrchen wurde vorsichtig über die Blotpapiere gerollt, um 
Luftblasen, die den Transfer behindern würden, auszuwalzen. Anschließend wurde 
nochmals ein Schwamm aufgelegt und die Kassette geschlossen. Das Sandwich 
wurde nun in die Tank-Blot-Kammer eingehängt und mit Transferpuffer gefüllt, indem 
man den Puffer langsam am Rand des Tanks einlaufen ließ, um die Entstehung von 
Luftblasen zu verhindern. Der Kammer wurde noch eine Kühlzelle und ein Rührfisch 
zugefügt, um ein Überhitzen zu vermeiden. Zusätzlich fand der Transfer in einer 
Kühlkammer (auf einem Magnetrührer) statt. Die Tank-Blot-Kammer wurde  an ein 
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Netzteil (Powerpack) angeschlossen. Die Transferzeit betrug für zwei Gele 120 Min., 
bei einer Spannung von 100 Volt und einer Stromstärke ca. 190 mA. 
 
Immundetektion 
 
Nach Beendigung des Transfers wurde die Membran mit einer Pinzette vorsichtig in 
eine Schale gelegt (Gelseite nach oben) und zunächst mit Ponceau-S-Solution 
angefärbt, um zu überprüfen, ob der Transfer korrekt stattgefunden hat. Die Färbung 
wurde anschließend mit PBS-Puffer wieder vollständig in mehreren Waschgängen 
ausgewaschen. Um Hintergrundsreaktionen durch unspezifische Bindungsstellen zu 
verhindern, wurden diese mit Hilfe von 6%- iger Magermilchlösung 4x 30Min. 
blockiert. Das Magermilchpulver wurde in TBS- Puffer gelöst. 
Der Blockvorgang erfolgte auf einem Schüttler, um ein gleichmäßiges Ergebnis zu 
erreichen. Währenddessen wurde der Primärantikörper (für Cx-43: monoklonaler 
Maus-anti-Cx43-Antikörper, Chemicon, MAB 3068, 1:500; für Cx-40: polyklonaler 
Kaninchen-anti-Cx40-Antikörper, Chemicon, AB 1726; 1:1000) mit der 
Blockierungslösung verdünnt und nach Beendigung des Blockvorgangs auf die 
Membran mit einer Pipette aufgetragen und über Nacht bei 4°C inkubiert. Als 
Standardprotein wurde zusätzlich die GAPDH bestimmt (mouse-anti-human GAPDH-
IgG; 1:5000; (Hytest, Turku, Finnland)), auf die normalisiert wurde. 
Nach der Inkubation wurden durch mehrmaliges Waschen mit PBS-Puffer 
überschüssige und unspezifisch gebundene Antikörper entfernt. Für diesen Vorgang 
wurde zunächst der Antikörper mit einer Pipette abgesaugt und anschließend 4x 5 
Min. mit 0,1%iger PBS-Tween –Lösung gewaschen. PBS wurde wie folgt hergestellt: 
1l: 
NaCl                                  8 g/l 
KCl                                    0,2 g/l 
Na2HPO4x2H2O                        1,44 g/l 
KH2Po4                                             0,2 g/l 
MgCl2x6H2O                     0,1 g/l 
MgSO4x7H2O                    0,2 g/l 
CaCl2                                  0,14 g/l 
ad 500ml   ddH2O; pH-Werteinstellung auf 7,4, autoklavieren      
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Danach wurde der jeweilige Peroxidase-gekoppelte Sekundärantikörper (für Cx-43: 
Schaf-anti-Maus-IgG (whole), Sigma, A6782, 1:1000; für Cx-40: Ziege anti 
Kaninchen-IgG (whole), Sigma, A0545, 1:5000) auf die Membran gegeben und eine 
weitere Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schüttler bei niedriger Einstellung 
inkubiert.  
Nach der Inkubation wurde wiederum 3x 10 Min. mit PBS- Tween gewaschen und 1x 
10 Min.  mit PBS.  
Die Detektion erfolgte durch den Nachweis von Peroxidase mit Hilfe von 
Chemilumineszens (ECL-System). Zur Vorbereitung wurde die Detektionslösung 
(Supersignal Reagenz) angesetzt, indem man beide Detektionsreagenzien 1:1 in 
einem 5 ml  Plastikröhrchen mischte. Die gewaschenen Membranen ließ man jetzt 
gut abtropfen und legte sie dann mit der Proteinseite nach oben auf eine 
Haushaltsfolie. Die Proteinseite wurde nun gleichmäßig mit der Lösung benetzt und 
drei Min. inkubiert. Anschließend wurde die Membran mit einer Pinzette angehoben, 
um die Detektionslösung ablaufen zu lassen. Der Rest der überschüssigen 
Flüssigkeit  wurde am Rand der Membran mit Hilfe eines Filterpapiers entfernt. 
Die feuchte Membran wurde nun faltenfrei in Haushaltsfolie eingewickelt, mit der 
Proteinseite nach oben  in eine Röntgenkassette gelegt und an den Rändern mit 
Klebestreifen befestigt. Die Entwicklung erfolgte in einer Dunkelkammer, wobei die 
Belichtungsdauer 10, 20, 30 und 40 sec. betrug. 
 
2.5 Test auf funktionelle Bedeutung 
Um zu untersuchen, ob eine Zunahme der Proteinmenge eines Connexins auch zu 
einer vermehrten Kopplung (oder umgekehrt) führt, wurden Zellpaare nach 24-
stündiger Simulation mit Phenylephrin 100nM  (α-adrenerge Stimulation) bzw. 
Isoprenalin (β-adrenerge Stimulation) 100nM, an das Patch Clamp Labor der 
Arbeitsgruppe an Herrn Jan Schulte gegeben und dort einem Double Cell Patch 
Clamp Verfahren unterzogen. 
Das Verfahren ist detailliert  beschrieben  von Dhein [1998] und Polontchouk et al. 
[2002]. Daher soll hier nur kurz das Prinzip erläutert werden. 
Zwei benachbarte Zellen der Kultur werden mit je 3 MΩ Patchpipette (Glas), mit der 
folgenden Lösung als Füllung (s.u.), im whole cell mode gepatcht und auf ein 
Haltepotential von – 40 mV geklemmt. 
Intrazelluläre Pipettenlösung für Voltage-Clamp: 
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CsCl 125 mM             21,045 g/l 
NaCl 8 mM                 468 mg/l 
CaCl2 1mM                 147 mg/l 
EGTA 10 mM             3,804 g/l 
Na2ATP 2mM             1,102 g/l 
Na2GTP 0,1 mM         60 mg/l   
HEPES 10mM             2,603 g/l 
pH 7,2 mit CsOH 
 
Es wurde eine der beiden Zelle auf ein Haltepotential von -90,-80,-70,…+10 mV 
geklemmt, während die andere bei –40 mV gehalten wurde, so dass die 
transjunktionale Spannungsdifferenz zwischen-50 und +50 mV eingestellt wird. Die 
Pulsdauer betrug 200ms. Die extrazelluläre Badlösung bestand aus: 
NaCl 135 mM               7,889 g/l 
KCl  4 mM                    298 mg/l 
CaCl2 2 Mm                     294 mg/l 
MgCl2 1 mM                    203 mg/l 
Na2PO4 0,33 mM             46 mg/l 
HEPES 10 mM                 2,603 g/l 
Glucose 10 mM                1,982 g/l 
BaCl2 1 mM                      244mg/l 
pH 7,4; bei 4°C lagern 
Der resultierende Strom in der auf – 40 mV gehaltenen (nicht gesteppten) Zelle 
entspricht unter diesen Bedingungen dem Gap Junction Strom [Dhein, 1998]. Dieser 
Gap Junction Strom wurde dann gegen die transjunktionale Spannung aufgetragen 
und über eine lineare  Regression die Gap Junction Leitfähigkeit berechnet. 
 
2.6  In vivo Versuche 
In Zusammenarbeit mit dem physiologischen Institut der Universität Leipzig und der 
AG von Prof. Dr. H.G. Zimmer wurde untersucht, inwieweit eine chronische Gabe 
von Katecholaminen unter in vivo Bedingungen auch zu einer 
Connexinexpressionsänderung führt. Für die in vivo Versuche wurden 18 weibliche 
Sprague-Dawley-Ratten im Physiologischen Institut mit Phenylephrin bzw. 
Isoprenalin bzw. Vehikel behandelt (jede Gruppe: n=6). Beide Substanzen wurden 
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jeweils 24 Stunden intravenös über einen Jugulariskatheter infundiert (Rassler et al. 
2001). Die Infusionsmenge betrug 4ml/kg/Std.. Die Katecholamine wurden in 0,9%-
iger NaCl-Lösung verdünnt und wie folgt infundiert: Phenylephrin  0,5mg/kg/Std.; 
Isoprenalin 0,024mg/kg/Std.. Die Relevanz der Konzentration war erkennbar an 
einem Anstieg der Herzfrequenz und  systolischen RR und wurden hier aus  
vorangegangenen Arbeiten übernommen (Irlbeck et al. 1996). Um eine Oxidation der 
Substanzen zu vermeiden, wurden der Lösung 100mg/l Ascorbinsäure  hinzugefügt 
und das Infusionsmaterial vor Licht geschützt. 
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2.7 Chemikalien, Medikamente und Geräte  
 
2.7.1 Chemikalien/ Medikamente      
Acrylamid/Bisacrylamid                                               (BioRad, Richmond,USA) 
Albumin                                                                       (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 
APS (Ammoniumpersulfat)   (Merck,Darmstadt,Deutschland)             
BaCl2                                                                                              (Sigma,Deisenhofen) 
ß- Mercaptoethanol            (Roth,Karlsruhe,Deutschland) 
Bromphen                                                                   (Sigma, St. Louis, USA) 
CaCl2                  (Merck, Darmstadt,Deutschland) 
Collagenase Typ II                                                      (Gibco BRL Life Technologie) 
CsCl           (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
CsOH           (Sigma, Deisenhofen) 
CuSO4               (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
EGTA           (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
fetales Kälberserum (FCS)                                       (Gibco Life Technologies, USA) 
Folin-Reagenz           (Sigma,Steinheim,Deutschland) 
Gelatine           (Sigma, Steinheim, Deutschland) 
Glucose           (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Glycerol           (Sigma, St. Louis,USA) 
HEPES           (Sigma, Steinheim, Deutschland) 
Kalium-Natrium-Tartrat                                             (Fluka, Steinheim, Deutschland) 
KCl           (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
KH2PO4               (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
L-Glutamin           (Sigma, St. Louis, USA) 
M 199 (mit Hank`s salts + HEPES)         (Sigma, St. Louis, USA) 
Magermilchpulver                                                      (Roth, Karlsruhe, Deutschhland) 
Methanol           (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
MgCl2              (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 
MgSO4              (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Na2ATP          (Sigma, Deisenhofen)  
NaCl          (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 
Na2GTP          (Fluca, Buchs) 
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Na2HPO4              (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Na3VO4             (Sigma,Deisenhofen,Deutschland) 
Na2PO4           (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Nialamide (MAO-Hemmer)         (Sigma, Steinheim, Deutschland) 
Penicillin          (Sigma, St. Louis, USA) 
Pferdeserum          (Sigma, St. Louis, USA) 
PMSF           (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 
Ponceau-S-Solution          (Sigma, St. Louis, USA) 
Primärantikörper (MAB 3068)                                    (Chemicon, USA) 
Primärantikörper (RbαMs Cx 40/ AB 1726)               (Chemicon, USA) 
Primärantikörper(mouse-anti-human GAPDH-IgG) (Hytest, Turku, Finnland) 
Propranolol            (Sigma, St. Louis, USA) 
Prazosin                                                                     (Sigma, St. Louis, USA) 
Sekundärantikörper (Sheep-anti-Ms-IgG (whole) A6782)    (Sigma, St. Louis, USA) 
Sek. AK   (Gt anti Rb IgG (whole)/ A0545)                            (Sigma, St. Louis, USA) 
SDS                    (Roth,Karlsruhe, Deutschland) 
Streptomycin                       (Sigma, St. Louis, USA)
  
Supersignal Reagenz                      (Pierce, Illinois, USA) 
TCA              (Merck,Darmstadt,Deutschland) 
TEMED             (Serva,Heidelberg,Deutschland) 
Tris                (Roth,Karlsruhe, Deutschland) 
Tween              (Sigma,Steinheim,Deutschland) 
 
 
 2.7.2 Geräte                                                               Hersteller   
 
Biofuge                              (Kendro, Deutschland) 
Einmalküvetten                                                    (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 
Filterpapier GB004                            (Schleicher u. Schuell, Deutschland) 
Inkubator                            (Heraeus, Deutschland) 
Nitrocellulose ECL-Membran                            (Amersham Pharmacia, USA) 
Patchpipette                            (Heka, Lambrecht, Deutschland) 
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Petrischalen                                                        (Greiner, Deutschland) 
pH-Meter                            (WTW, Weihenheim, Deutschland) 
Pipettenspitzen                           (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 
Pipetten                            Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 
Power Pack P25    (Biometa, Göttingen, Deutschland) 
Röntgenfilme                            (Kodak, Deutschland) 
Schüttler                            (Schütt, Göttingen, Deutschland) 
Spectrometer                             (Beckmann, München, Deutschland) 
Tank-Blotting-System   (BioRad, Richmond, USA) 
Ultraturax                          (VWA, Deutschland) 
Vortex                            (Scientific industries, Bohemia, USA) 
Waage                          (Mettler GmbH, Giessen, Deutschland) 
Wasserbad   (Julabo, Seelbach, Deutschland) 
 
2.7.3 Tiere 
Neonatale Wistar Ratten entstammten der Zucht des Medizinisch-Experimentellen 
Zentrums (MEZ) der Universität Leipzig.  
  
2.8 Antikörper 
Primär Antikörper (Cx 43; MAB 3068)                                    (Chemicon, USA) 
Primär Antikörper (RbαMs Cx 40/ AB 1726)                           (Chemicon, USA) 
Sekundär Antikörper (Sheep-anti-Ms-IgG (whole) A6782)     (Sigma, St. Louis, USA) 
Sekundär Antikörper (Gt anti Rb IgG (whole)/ A0545)            (Sigma, St. Louis, USA) 
Primärantikörper(mouse-anti-human GAPDH-IgG)                (Hytest, Turku, Finnland) 
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2.9 Statistik 
Alle Werte sind als Mittelwert ± SEM von n Versuchen angegeben. Zur statistischen 
Analyse wurde zunächst eine Varianzanalyse durchgeführt. Wenn die ANOVA eine 
Signifikanz anzeigte, wurde post-hoc ein Student-t Test durchgeführt für verbundene 
oder je nach Datensatz unverbundene Stichproben. Ein p-Wert <0.05 wurde als 
signifikant angenommen.  
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3. Ergebnisse 
 
Die Versuchsergebnisse werden in folgender Reihenfolge dargestellt. 
Zunächst die Ergebnisse der in vitro kultivierten Ratten-Cardiomyocyten unter 
Stimulation unterschiedlicher Noradrenalinkonzentrationen. Betrachtet wird jeweils 
der Einfluss auf Connexin 43 und 40. 
Anschließend werden die Ergebnisse unter Zugabe von Prazosin bzw. Propranolol 
aufgeführt. 
Es folgen die Ergebnisse der in vivo Proben unter Stimulation mit Phenylephrin bzw. 
Isoproterenol. 
Zum Ende werden die Ergebnisse bezogen auf die funktionelle Bedeutung kurz 
dargestellt (Durchführung Hr. J. Schulte). Da die Ergebnisse der Immunhistologie 
und des Westernblottings an unstimulierten Cardiomyocyten (Polontchouk et al. 
2002) praktisch keine Expression von Connexin 45 zeigten, wurde es hier von 
weiteren Untersuchungen ausgeschlossen. 
 
 
3.1 Expression der Connexine 40 und 43 an Kardiomyozyten unter Einfluß von 
Noradrenalin 
 
Es wurden Zellkulturen in 6-well plates nach 24-stündiger Inkubation in Medium 199 
verwendet. Um einen Einfluß von Noradrenalin auf die Connexinexpression  
nachzuweisen, wurden dem Kulturmedium unterschiedliche 
Noradrenalinkonzentrationen, 1nM; 10nM; 100nM; 1µM; 10µM, zugegeben und 
weitere 24 Stunden inkubiert. Zusätzlich wurde eine Kontrolle mitgeführt, die nur die 
Zellkultur mit Medium enthielt. Um einen frühzeitigen Abbau des Katecholamins zu 
verhindern wurde dem Medium jeweils noch Nialamide (MAO-Hemmer) in einer 
Konzentration von 10µM hinzugefügt. 
Die nach Durchführung des Westernblottings (Nachweis der Connexine 40 u.43)  zu 
sehenden Ergebnisse sind in Abb.1 dargestellt. Bezogen auf die Expression von 
Connexin 40 in den Cardiomyozyten, ist im Western Blot  keine Zunahme unter 
Noradrenalin zu beobachten. Dementsprechend wurde es in diesem 
Versuchsabschnitt nicht weiter betrachtet.  Der Western Blot, in dem hingegen das 
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Connexin 43 nachgewiesen wurde, läßt eine kontinuierliche Zunahme der 
Connexinkonzentration mit steigender Noradrenalinkonzentration mit einer EC50 von 
ca 1 nM (pEC50: 9.08±0.22 M) erkennen. Densitometrische Analysen der 
Veränderungen der Proteinexpression ergaben die Dosis-Wirkungs-Kurve für 
Noradrenalin, dargestellt in Abb.2. Die GAPDH Expression änderte sich nicht durch 
die Zugabe von Noradrenalin (vgl. Abb. 1). 
 
 
 
 
 
 
 
Cx40
con 1           10      100     1000    10000 nM
Noradrenaline
Cx43
GAPDH
 
 
 Abb.1) Original Western Blot von Cx 40, Cx43 und GAPDH in neonatalen Ratten 
Kardiomyozyten unter Noradrenalin (10-9 – 10-5 M) über 24 h. 
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Abb.2 Western Blot Ergebnisse für Cx40 und 43 in neonatalen Ratten 
Kardiomyozyten unter Noradrenalin (10-9 – 10-5 M) über 24 h. Dosiswirkungskurve. 
                                     
 
 
 
Um Erkenntnisse darüber zu erlangen, welcher Rezeptor die Noradrenalinwirkung 
auf kardiale Gap Junctions vermittelt, wurden die Zellen in den nächsten 
Versuchsreihen zusätzlich mit einem β-Rezeptoren-Antagonisten (Propranolol, 100 
nM) bzw. mit einem α- Rezeptoren-Antagonisten (Prazosin, 10 nM) 24 Stunden 
inkubiert. 
Die wiederum im Westernblot zu sehenden Veränderungen sind in Abb.3 bzw.  
Abb.5 zu sehen und zeigen eine Unterdrückung der Expression bei Blockade der α-
Rezeptoren durch Prazosin. 
Bei Blockade der β-Rezeptoren durch Propranolol ist eine deutliche Zunahme der 
Connexinkonzentration mit steigender Noradrenalinkonzentration erkennbar, die 
sogar über der durch Noradrenalin alleine bedingten liegt.  
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 Con      1        10      100    1000     10000 nM    
                                        
Abb.3) Westernblot, Cx- 43 Expression unter Noradrenalin und Propranolol (Con = 
Kontrolle) 
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Abb.4 Western Blot Ergebnisse für Cx 43 in neonatalen Ratten Kardiomyozyten 
unter Noradrenalin (10-9 – 10-5 M) und Noradrenalin mit Propranolol über 24 h. 
Dosiswirkungskurve 
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Densitometrische Analysen der Cx43- Expression in Gegenwart von Prazosin und 
Propranolol ergaben folgende Dosis-Wirkungskurven (Abb.4 bzw. Abb.6). 
Diese verdeutlichen den inhibitorischen Effekt von Prazosin auf die durch 
Noradrenalin ausgelöste Cx43 Expression. 
 
                       Con           1                10           100             1000      10000 nM 
 
Abb.5)  Western Blot, Cx- 43 Expression unter Noradrenalin und Prazosin (Con = 
Kontrolle) 
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Abb. 6) Western Blot Ergebnisse für Cx 43 in neonatalen Ratten Kardiomyozyten 
unter Noradrenalin (10-9 – 10-5 M) und Noradrenalin mit Prazosin über 24 h. 
Dosiswirkungskurve 
  
Schaut man die Banden der Cx43 Western Blots an, so erkennt man in einigen 
Fällen eine Doppelbande, manchmal allerdings auch verschwimmend zu einer etwas 
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breiteren Bande. Die dabei langsamer migrierende Bande entspricht dem 
phosphorylierten Cx43 (Polontchouk et al., 2002). Die Western Blots zeigen, dass 
unter Noradrenalin mit zunehmender Konzentration auch die obere Cx43 Bande 
zunimmt, also offenbar Cx43 auch vermehrt phosphoryliert wird (Abb. 1). Die Zugabe 
von Propranolol beeinflusste diese Noradrenalin-abhängige Phoshorylierung 
wahrscheinlich nicht oder nur gering (Abb. 3), während die Gabe von Prazosin diese 
Noradrenalin-induzierte Cx43-Phosphorylierung offenbar ebenfalls hemmte (Abb. 5). 
 
3.2 Expression von Connexins 43 an Cardiomyozyten  in vivo unter Einfluß von 
Isoproterenol bzw. Phenylephrin. 
 
In einer weiteren Versuchsreihe wurde nun überprüft, ob es auch in vivo unter der 
Behandlung von Sprague-Dawley-Ratten (KG zw. 210-260 g)  mit einem β- 
Mimetikum (Isoprenalin) bzw. einem α- Mimetikum (Phenylephrin) zu einer 
Veränderung der Connexinexpression kommt. Die Behandlung der Ratten erfolgte 
durch Fr. PD Dr. Rassler im Institut f. Physiologie und verlief über 24 Std., wobei 
Isoproterenol mit 0,024 mg/kg/h und Phenylephrin mit 0,5mg/kg/h infundiert wurden. 
Eine Kontrollgruppe wurde mit 0,9%-iger NaCl-Lösung zeitgleich behandelt. Das 
Probenmaterial wurde aus dem linken Ventrikel gewonnen.  
Die Western Blot Analysen ergaben hierbei wieder einen α- Rezeptoren vermittelten 
Effekt, indem es zu einem deutlichen Konzentrationsanstieg von Connexin 43 unter 
der Behandlung mit Phenylephrin kam (Abb.7). Die Western Blot Analysen der 
Proben mit Isoproterenol ergaben auch einen Konzentrationsanstieg von Connexin 
43, der aber deutlich geringer als unter Phenylephrin zu erkennen war (Abb.7). 
 
Western blot
Phenylephrin/Isoproterenol
Cx43
con isoproterenolphenylephrine
Cx40
 
 
 
 Abb.7) Westernblot, kardiale Cx- 43 und GAPDH Expression in adulten Ratten 
nach 24 h in vivo Exposition mit Phenylephrin und Isoprenalin (Con = Kontrolle).               
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Cx40
GAPDH
con isoproterenolphenylephrine
 
 
Abb 8. ) Westernblot, kardiale Cx- 40 und GAPDH Expression in adulten Ratten 
nach 24 h in vivo Exposition mit Phenylephrin und Isoprenalin (Con = Kontrolle) 
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Abb. 9 ) Quantitative Western Blot Ergebnisse für Cx 43 und Cx 40, 
normalisiert auf die GAPDH Expression in adulten Ratten- Kardiomyozyten 
nach 24 Std. in vivo Exposition mit Phenylephrin (0,5mg/kg/h) bzw. 
Isoprenalin (0,024mg/kg/h).  
(schraffiert = Cx 43; weiß = Cx40) 
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3.3 Test auf funktionelle Bedeutung 
 
Um zu untersuchen, ob die vermehrte Cx43-Expression eine funktionelle Bedeutung 
besitzt, wurde mit Hilfe des Double Cell Patch Clamp Verfahrens (Durchführung Jan 
Schulte) der Effekt einer 24-stündigen Inkubation mit 100 nM Phenylephrin (α-
adrenerge Stimulation) bzw. 100nM Isoprenalin (β-adrenerge Stimulation) auf die 
Gap Junction Leitfähigkeit getestet. Unter Kontrollbedingungen, d.h. ohne 24-
stündige Phenylephrin bzw. Isoprenalin Exposition lag die Gap Junction Leitfähigkeit 
bei 29 ± 4nS. Die 24-stündige Phenylephrin Exposition führte zu einer erhöhten 
Kopplung mit einer Gap Junction Leitfähigkeit von 43 ± 4nS, die 24-stündige 
Exposition mit Isoprenalin führte zu einer erhöhten Kopplung mit einer Gap Junction 
Leitfähigkeit von 57 ± 8nS. 
 
3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse 
 
Aufgrund der Untersuchungsergebnisse wird deutlich, dass die Expression des 
kardialen Gap Junction Proteins Cx43 durch Noradrenalin stimuliert wird. Dieser 
Effekt beschränkt sich auf die Expression von Cx 43. 
Auf die Expression von Cx40 hat Noradrenalin hier keinen regulatorischen Einfluß. 
Die Blockade der α-Rezeptoren und die damit verbundene Inhibierung  des 
Noradrenalin-Effektes hat gezeigt, dass es sich hierbei vor allem um einen α- 
Rezeptoren vermittelten Effekt zu handeln scheint. Eine Blockade der β-Rezeptoren 
hatte keinen inhibitorischen Effekt auf die Hochregulation der Expression von Cx43 
durch Noradrenalin. Es kam hier sogar zu einer verstärkten Cx43 Expression, 
verglichen mit der Cx43 Expression unter Noradrenalin ohne Rezeptorblockade. 
Die Western Blot Analysen der in vivo Proben bestätigten das Ergebnis, dass es sich 
um einen vorwiegend α-Rezeptor vermittelten Effekt durch Noradrenalin auf Cx43 
handelt, da es hier unter Phenylephrin, d.h. unter einer α-Rezeptoren-Stimulation, zu 
einem deutlichen Anstieg der Cx43 Expression kam. 
Allerdings zeigte sich in den in vivo Versuchen auch unter Isoprenalin ein leichter 
Anstieg der Cx43 Expression. 
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4. Diskussion 
Die wesentlichen Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass es unter einer 24 stündigen 
Stimulation von neonatalen Rattenkardiomyozyten in Zellkultur mit steigender 
Noradrenalinkonzentration zu einer differenziellen Upregulation von Connexin 43 
nicht aber von Connexin 40 kommt. 
Durch Blockierung der  α- bzw. β-Rezeptoren mit Prazosin bzw. Propranolol  wurde 
deutlich, dass es sich hierbei vorrangig um einen α-Rezeptoren vermittelten Effekt 
handelt, wobei auch ein geringer Effekt über β-Rezeptoren zu beobachten war.  
Übereinstimmende Ergebnisse zeigten sich auch  in den Ergebnissen der in vivo 
Versuche, da auch hier ein deutlicher Anstieg von Cx43 unter Phenylephrin, weniger 
unter Isoprenalin im Western Blot erkennbar war.  
Auch im Test auf funktionelle Bedeutung mit Hilfe des Double Cell Patch Clamp 
Verfahrens ( durchgeführt von Jan Schulte) zeigte sich nach 24 stündiger Stimulation 
der α-Adrenozeptoren (Phenylephrin) oder auch der β-Adrenozeptoren (Isoprenalin) 
eine erhöhte Gap Junction Leitfähigkeit.  
Bevor näher auf die Ergebnisse eingegangen wird, sollen zunächst die methodischen 
Aspekte diskutiert werden. 
Es wurde hier das Zellkulturmodell mit ventrikulären, neonatalen 
Rattenkardiomyozyten (Alter 1-2 Tage) gewählt, da sich dieses Myokardmodell für in 
vitro Untersuchungen der Regulation der kardialen Gen- Expression und 
Phosphorylierung durch Wachstumsfaktoren allgemein durchgesetzt hat (Kwak et al. 
1999; Long et al. 1989; Parker et al. 1990; Polontschouk et al., 2002). 
Neonatale Zellen sind relativ leicht in großer Anzahl isolierbar und können in 
Petrischalen über einen Zeitraum von einer Woche kultiviert werden, ohne ihre 
elektrische Aktivität zu verlieren. Der Anteil der nicht muskulären Zellen/ Fibroblasten 
beträgt hierbei weniger als 5% durch die Entfernung vorhandener Fibroblasten 
(nachgewiesen durch 4-OH-Prolyltransferase-Färbung) mit einem speziellen 
Inkubationsschritt in der Isolationstechnik (s.o.) und der Zusammensetzung des 
Nährmediums (10% Pferdeserum), das ein Wachstum der Fibroblasten unterdrückt. 
Des weiteren exprimieren neonatale Kardiomyozyten  schon ab dem 1. Tag eine 
große Anzahl von Connexinen und steigern die Expression, Phosphorylierung und 
interzelluläre Kommunikation kontinuierlich bis zum 7. Tag der Inkubation (Oyamada 
et al. 1994). 
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Hierin unterscheiden sie sich im Wesentlichen von adulten Kardiomyozyten im 
Zellkulturmodell bezüglich der Gap Junction Forschung, da als Antwort auf 
Wachstumsstimuli zwar die Zellmasse zunimmt, die Zellen in der Kultur aber nicht 
proliferieren und keine interzellulären Verbindungen gebildet werden. Es wird bei 
adulten Zellen sogar ein Abbau von Gap Junction nach Isolation der Zellen 
beobachtet. Erst zu einem späteren Zeitpunkt der Kultur kommt es auch hier zu einer 
Wiederaufnahme der Connexin Expression (Polontchouk et al., 2002), was durch 
eine Umdifferenzierung der adulten Kardiomyozyten zu fetalen Kardiomyozyten (so 
genannte cardiomyoballs) erklärt werden kann (Schlüter et al. 1999). 
Die erneute Expression der Connexine nach Umdifferenzierung ist außerdem, 
verglichen mit den neonatalen Kardiomyozyten, sehr niedrig (Kostin et al. 2004). 
Insofern liegen im Zellkulturmodell mit neonatalen Rattenkardiomyozyten wesentlich 
konstantere Bedingungen vor, weswegen es sich auch laut Literatur in der Gap 
Junction Forschung durchgesetzt hat. 
 
Im weiteren Versuchsablauf wurde die Zellkultur mit Noradrenalin in verschiedenen 
Konzentrationen inkubiert, um den Einfluß des Peptids auf die Synthese und 
Phosphorylierung der Connexine  zu untersuchen. Der Nachweis erfolgte mit Hilfe 
des Western Blot Verfahrens, mit dem es möglich ist, eine isolierte Betrachtung 
einzelner Faktoren (wie hier der Einfluß von Noradrenalin) auf die Regulation der 
Gap Junction Expression durchzuführen.  
In unseren Auswertungen der Western Blots stellte sich eine doppelte Bande für 
Cx43 dar, die einer phosphorylierten Isoform (langsamer migrierende obere Bande) 
und einer nicht phosphorylierten Isoform (schneller migrierende untere Bande) von 
Cx43 entsprechen (Polontchouk et al., 2002). Beide Banden ließen einen 
dosisabhängigen Anstieg der Konzentration unter Noradrenalin erkennen, so dass 
also sowohl Expression als auch Phosphorylierung von Cx43 
konzentrationsabhängig zunahmen. Die densitometrische Auswertung und Erstellung 
der Dosiswirkungskurve und Berechnung der EC50 (log EC50 -9,08 +/-0,22M) erfolgte 
hierbei nur für die Connexinexpression, da die 12% Gele in der hier genutzten Form 
und der zum Zeitpunkt der Arbeit zur Verfügung stehende Antikörper für eine 
getrennte quantitative Auswertung der phosphorylierten Isoform und der nicht-
phosphorylierten Cx43 Expression nicht ausreichend waren, so dass die 
Phosphorylierung nur qualitativ bewertbar war. 
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Der Nachteil bei dem oben Genannten Verfahren ist, daß keine 1:1 Übertragbarkeit 
auf die Pathophysiologie der Herzinsuffizienz möglich ist, da in vivo neben 
Noradrenalin noch weitere Mediatoren wie Endothelin, Angiotensin-II oder TNFα auf 
die Gap Junction Regulation  Einfluß nehmen, und demzufolge Interaktionen in der 
Signaltransduktion hierbei zusätzlich eine Rolle spielen. 
 
Die Dauer der Inkubation betrug in den Versuchen 24 Stunden. Nach dieser Zeit war 
ein deutlicher Anstieg der Expression auch schon bei niedrigen 
Noradrenalinkonzentrationen nachzuweisen. Eine 24-stündige Inkubationszeit 
neonataler Cardiomyozyten mit Wachstumsfaktoren hat sich in der Gap Junction 
Forschung als Literaturstandard etabliert (Darrow et al. 1996; Dodge et al. 1998; 
Polontchouk et al., 2002). Auch im Hinblick auf chronische Effekte bzw. Einflüsse 
eines Peptides (Angioternsin oder Endothelin) oder einer anderen 
pharmakologischen Substanz auf Gap Junctions ist diese Inkubationszeit sinnvoll, da 
die Halbwertszeit der Connexine nur 90 Min. beträgt und demzufolge ein mehrfacher 
Austausch der gesamten Connexine in 24 Stunden möglich ist (Dodge et al. 1998; 
Laird et al. 1991). Der Effekt der Inkubation kann somit gut beurteilt werden, und als 
subchronisch angesehen werden. 
In der Frage der quantitativen Proteinbestimmung wurde  eine der Methoden 
gewählt, die auf  bestimmten Farbreaktionen beruhen, da diese gut geeignet sind für 
komplexe Proteinmischungen. Eine klassische Methode dieser Gruppe ist die 
Proteinbestimmung nach Lowry (Lowry et al. 1951). Zur quantitativen Bestimmung 
der Connexin- Expression unter Noradrenalin wurde die Immundetektion mittels 
Western Blot durchgeführt. 
Es handelt sich hierbei um eine indirekte immunologische Nachweismethode, deren 
Spezifität hauptsächlich von der Qualität des Primärantikörpers abhängt. Um die 
Connexin-Expression quantitativ zwischen den einzelnen Proben vergleichen zu 
können, wurde aus jeder Probe die gleiche Menge an Gesamteiweiß (30µg) im 
Western Blot verwendet.  
 
 
Im weiteren Verlauf der Diskussion soll nun näher auf die Ergebnisse der einzelnen 
Versuche eingegangen werden. 
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Die durchgeführten Versuche bezogen sich zunächst auf den Nachweis von 
Connexin 43 und Connexin 40 in ventrikulären neonatalen Rattencardiomyozyten.  
Aus vorangegangenen Arbeiten ist bekannt, dass die Expression von Connexin 45, 
welches aus der Gruppe der Connexine neben Cx43 und Cx40 vor allem von 
Cardiomyozyten  exprimiert wird, in ventrikulären Cardiomyozyten neonataler und 
adulter Ratten auf Proteinebene mittels Western Blot nicht oder nur sehr schwach 
detektierbar war (Alcolea et al. 1999; Coppen et al. 1998; Kwak et al. 1999; 
Polontchouk et al. 2002). 
Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde der Nachweis von Cx-45 aus der Fragestellung 
ausgeschlossen und nur der Einfluß von Noradrenalin auf die Synthese von Cx43 
und Cx40 im Zellkulturmodell untersucht. Es gibt unterschiedliche Möglichkeiten der 
quantitativen Veränderungen der Connexine bzw. der Gap Junctions. Diese 
Veränderungen können den Expressionslevel der Connexinproteine, die Turnover-
Rate oder auch die Verteilung betreffen. 
Eine wichtige Rolle spielt hierbei wahrscheinlich der Phosphorylierungszustand der 
Kanäle (Musil et al. 1991). 
Durch vorangegangene Studien ist bekannt, dass sich Cx43 im Western-Blot 
vorwiegend in drei Banden darstellt. Hierbei handelt es sich um ein nicht 
phosphoryliertes Stadium, ein phosphoryliertes Stadium und ein mehrfach 
phosphoryliertes Stadium (Kwak et al. 1995; Laird et al. 1991). Die genauen 
Auswirkungen der Phosphorylierung auf die Kanaleigenschaften sind bisher noch 
unklar. Es ist aber beschrieben, dass die Phosphorylierung des Carboxylendes  der 
Connexine einen regulatorischen Einfluss auf die Leitfähigkeit der Kanäle hat (Harris 
2002). Bei Cx43 steht hier die Phosphorylierung von Serin-, Threonin- und Tyrosin- 
Resten im Vordergrund, die hierbei anscheinend auch eine wichtige Rolle bezogen 
auf Umbau und Einbauprozesse spielt (Musil & Goodenough 1991). 
Weiterhin ist bekannt, dass es bei einer transienten Phosphorylierung von Cx43 im 
Golgi-Apparat  zu einem verzögerten Abbau des Connexins kommt (Laird et al. 1991; 
Musil & Goodenough 1991). Die jeweiligen Auswirkungen einer Phosphorylierung 
hängen dabei aber von der jeweils phopshorylierten Stelle des C-Terminus ab. 
Hingegen kommt es nach längerer Stimulation zu einer Cx43-Downregulation 
(Goodenough et al. 1996). Speziell die direkte Phosphorylierung von Cx43 an der AS 
368 durch die Stimulation der PKC mit TPA (Phorbol Ester) führt zu einer 
verminderten Zellkommunikation bzw. einer Reduktion der Gap Junction Leitfähigkeit 
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(Paulson et al. 2000). Die Stimulation der PKC bewirkt, bezogen auf die Gap 
Junction Leitfähigkeit, innerhalb desselben neonatalen Zellkulturmodells mit 
neonatalen Rattencardiomyozyten, drei verschiedene Antworten. Eine Reduktion der 
Gap Junction Leitfähigkeit (Munster et al. 1993), einen Anstieg der Gap Junction 
Leitfähigkeit (Kwak et al. 1995) und eine annäherend gleichbleibende Gap Junction 
Leitfähigkeit (Spray et al. 1990). Grund hierfür ist wahrscheinlich die Stimulation 
unterschiedlicher Isoforme aus der PKC-Familie (Doble et al. 2000). 
Die PKC-Familie besteht aus 12 phospholipidabhängigen Proteinkinasen, die als 
intrazelluläre Mediatoren für Neurotransmitter und Hormone eine entscheidende 
Rolle spielen. Einzelne Isoformen sind in verschiedenen Arbeiten im Hinblick auf 
Cx43 in ihrer Wirkung beschrieben worden. Hierbei wurde beobachtet, dass 
wahrscheinlich nur bestimmte Isoformen der PKC, wie PKC-ε, PKC-α oder PKCγ, im 
neonatalen Rattencardiomyozytenmodell Einfluss auf die Regulation der Gap 
Junctions durch Phosphorylierung nehmen, wobei die Phosphorylierung  durch PKC-
ε und PKC-γ zu einer funktionell verminderten Kopplung und bei PKC-α zu einer 
vermehrten Kopplung der Gap Junction Kanäle führt (Barrett et al. 1993; Doble et al. 
2000; Weng et al. 2002).  
Es wird vermutet, dass die unterschiedliche Wirkung der PKC-Isoformen abhängig ist 
von der Lokalisation und Substratspezifität (Newton 1997). 
Wie schon erwähnt, spielen die PKC-Isoformen eine wichtige Rolle bei der 
Signaltransduktion u.a. auch bei derjenigen Signaltransduktion, die beteiligt ist an der 
Entstehung der kardialen Hypertrophie bzw. der Herzinsuffizienz. Es wurde 
beobachtet, dass es in hypertrophierten Rattenkardiomyozyten zu einem Anstieg 
mehrerer PKC-Isoformen kommt (PKC-α, PKC-β, PKC-δ und PKC-ε) (Koide et al. 
2003). Bei adrenerger Stimulation, vorwiegend α-adrenerge Stimulation, spielen 
hierbei vor allem die Isoformen PKC-β und PKC-ε eine entscheidende Rolle 
(Eskildsen-Helmond et al. 1997; Iwata et al. 2005; Kariya et al. 1994). In unseren 
Auswertungen der Western Blots stellte sich eine doppelte Bande für Cx43 dar, die 
einer phosphorylierten Isoform und einer nicht phosphorylierten Isoform von Cx43 
entsprechen. Beide Banden ließen einen dosisabhängigen Anstieg der Konzentration 
unter Noradrenalin erkennen. Die densitometrische Auswertung und Erstellung der 
Dosiswirkungskurve (log EC50 -9,08 +/-0,22M) erfolgte hierbei nur für die 
Connexinexpression, da die 12% Gele in der hier genutzten Form für  eine getrennte 
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Auswertung der phosphorylierten Isoform und der nicht-phosphorylierten Cx43 
Expression nicht ausreichend trennten. 
 
 
In vorangegangenen Arbeiten wurde gezeigt, dass die akute Aktivierung des 
Adenlylat-Cyclase/cAMP/PKA-Signalweges oder die Aktivierung der PKC 
regulatorisch auf die Connexin Phosphorylierung und Expression bzw. auf die 
Zellkopplung und Kommunikation Einfluss nimmt (Doble et al. 2000; Dodge et al. 
1998; Paulson et al. 2000; Polontchouk et al. 2002; Sakai et al. 1992; Warn-Cramer 
et al. 1998). Auch wurde bereits beschrieben, dass eine chronische adrenerge 
Stimulation zu einer Hypertrophie der Kardiomyozyten führt,(was vorwiegend über 
eine Stimulation der α-Adrenorezeptoren erfolgt (Schäfer et al. 2000; Schäfer et al. 
2001; Schlüter et al. 1992; Schlüter et al. 1999). 
Bezogen auf die Connexin 43 Expression wurde bereits beobachtet, dass es bei 
Patienten mit kompensierter links-ventrikulären Hypertrophie aufgrund einer 
Aortenstenose zu einem Anstieg der Connexin 43 Expression kommt (Kostin et al. 
2004). Außerdem ist bekannt, dass andere Gq/11-gekoppelten Rezeptoren wie AT1 
und ETA Rezeptoren einen Anstieg der Connexin 43 Expression bewirken 
(Polontchouk et al. 2002). 
Bisher ist unklar, inwieweit eine chronische Stimulation von α-Adrenozeptoren und β-
Adrenozeptoren Einfluss auf die Connexin-Expression und Gap Junction Leitfähigkeit 
hat, und ob ein Anstieg der Connexin 43 Expression in neonatalen 
Rattencardiomyozyten, direkt vermittelt durch Dibutyryl-cAMP (cAMP-Analogon), 
auch durch β-adrenerge Rezeptorstimulation erreicht werden kann und ob 
letztendlich gleiche Ergebnisse auch in vivo zu beobachten sind (Darrow et al. 1996). 
 
Noradrenalin wirkt über α-Rezeptoren sowie über β-Rezeptoren und spielt eine 
wichtige Rolle als Mediator in der Entwicklung vieler Herzerkrankungen. Inwieweit die 
symphatische Regulation auf die kardiale Connexin-Expression Einfluß nimmt, wurde 
bisher nicht näher beschrieben. In den Ergebnissen zeigte sich ein selektiver Anstieg 
von Connexin 43, nicht aber von Connexin 40 unter Stimulation mit Noradrenalin in 
neonatalen Rattencardiomyozyten. 
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Die pEC50 von 9,08 weist auf einen spezifischen Katecholamineffekt hin (Brodde & 
Michel 1999; Bylund et al. 1994), wobei hieraus nicht hervorgeht, über welchen 
Rezeptorsubtyp der Expressionsanstieg vermittelt wird. 
Um eine genaue Aussage darüber treffen zu können, wurden im gleichen 
Zellkulturmodell mit einem β-Rezeptorantagonisten (Propranolol) bzw. einem 
spezifischen α1-Rezeptorantagonisten (Prazosin) weitere Versuche angeschlossen.  
 
Hierbei stellte sich heraus, dass es unter der Blockade der α-Rezeptoren durch 
Prazosin zu einem Ausbleiben des Expressionsanstiegs, sowie der Phosphorylierung 
des Cx43 unter Noradrenalin kam.  
Unter Propranolol kam es wiederum zu einer vermehrten Expression unter 
Noradrenalin, wobei auch die Phopshorylierung gesteigert zu sein schien. Auffällig 
hierbei war, dass der Anstieg der Connexin  Expression unter Zugabe von 
Propranolol bedeutend höher war  als unter Noradrenalin ohne Blockade der β-
Rezeptoren. Wie oben schon erwähnt, aktiviert Noradrenalin α-sowie β-Rezeptoren. 
In vorangegangenen Studien wurde beschrieben, dass bei einer selektiven 
pharmakologischen  Stimulation von α-und β-Rezeptoren überwiegend durch α1-
Stimulation eine vermehrte Proteinsynthese und Hypertrophie in Cardiomyozyten 
induziert wird. Noradrenalin aktiviert Gq-gekoppelte-α-Adrenozeptoren und Gs-
gekoppelte-β-Adrenozeptoren (Schlüter et al. 2004). Die Stimulation von Gq bewirkt 
über die Aktivierung von Proteinkinase C, PI 3-Kinase einen Anstieg der 
Proteinsynthese (Schlüter et al. 1998; Schlüter & Piper 1992; Schlüter et al. 1999). 
Weiterhin kommt es aber auch, bei Stimulation der β-Adrenozeptoren über die 
Aktivierung der Adenylat-Cyclase/Proteinkinase A und cAMP-unabhängig, zu einer 
vermehrten Proteinsynthese (Schäfer et al. 2000). In diesem Zusammenhang wurde 
weiterhin beschrieben, dass eine alleinige Aktivierung des α1-Adrenorezeptors zu 
einem stärkeren Anstieg der Proteinsynthese führt, als eine Aktivierung mehrerer 
Adrenozeptor-Subtypen durch Noradrenalin (Schäfer et al. 2001). 
Interaktionen zwischen den einzelnen Signalwegen sind hierfür verantwortlich: 
zunächst bewirkt die Stimulation der β-adrenergen Rezeptoren eine cAMP-
abhängige Inhibierung der PKC Aktivierung (Schäfer et al. 2001). Eine Stimulation 
der α-adrenergen Rezeptoren verursacht eine unter anderem PKC-abhängige 
Inhibierung der Adenylat-Cyclase-Aktivierung (Barrett et al. 1993). Daraus folgt, dass 
eine gleichzeitige Aktivierung beider Rezeptoren zu einer insgesamt geringeren 
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Hypertrophie-Antwort führt, als eine selektive Stimulation. Bei chronischer 
Katecholaminerhöhung, die zu einer Desensibilisierung der β-Rezeptoren führt, ist 
demnach die inhibierende Wirkung auf die α-Rezeptoren vermindert, und es kommt 
verstärkt zur Hypertrophie der Kardiomyozyten. Aufgrund dieser Ergebnisse kann 
vermutet werden, dass es sich auch um einen inhibierenden Effekt von β-Rezeptoren 
auf  α-Rezeptoren handelt und es deswegen bei Blockade der β-Rezeptoren unter 
Propranolol zu einem verstärkten Anstieg der Connexin-Expression kommt. Daneben 
sind aber auch Effekte über β2-Adrenozeptoren denkbar, die bei längerer Stimulation 
der PKA (z.B. durch β1-Adrenozeptorstimulation) an Gi-Proteine und auch an p38 
MAPK koppeln können (Daaka et al., 1997).  
Andere Studien zeigen, dass daneben bestimmte Proteine, z.B. Cx43, nicht dieser 
generellen Proteinsynthese folgen, sondern anderen Rezeptorsubtypen. Dies zeigt 
eine subtypspezifische Regulation unterschiedlicher Proteine. Es konnte in der 
Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass der α1D-Rezeptorsubtyp für die Cx43-
Hochregulation verantwortlich ist, während der α1A-Rezeptor die allgemeine 
Hypertrophiereaktion (z.B. Actinsynthese) steuert (Rojas-Gomez et al., 2008). 
Die hier erbrachten Ergebnisse würden zunächst dafür sprechen, dass Noradrenalin 
vorranging durch α-Adrenozeptor-Stimulation auf die Cx43 Expression wirkt. Ob aber 
der Befund, dass Prazosin die Noradrenalin-bedingte Cx43-Expression unterdrückte 
auch so interpretiert werden darf, dass β-Adrenozeptoren keine Wirkung auf Cx43 
haben, ist eher zu verneinen. Denn die in-vivo Ergbenisse zeigten eine Zunahme des 
Cx43 unter Isoprenalin, was in neueren Untersuchungen (Salameh et al., 2009) 
ebenfalls in Zellkulturen gefunden wurde. Allerdings wurde hierbei auch nur 
Isoprenalin als β-Adrenozeptor-spezifischer Agonist eingesetzt, so dass diese 
Befunde nicht ohne weiteres miteinander verglichen werden können.  
 
 
Hinsichtlich der funktionellen Bedeutung zeigen die Ergebnisse aus dem Double Cell 
Patch Clamp Versuch (Jan Schulte), dass eine erhöhte Cx43 Expression bedingt 
durch α-sowie β-Stimulation, auch eine erhöhte interzelluläre Kommunikation über 
Gap Junctions zur Folge hat. Hieraus lässt sich schließen, dass zumindest ein Teil 
der vermehrten Cx43 Expression funktionale Kanäle bildet. 
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Nach Fertigstellung der vorliegenden Arbeit wurde inzwischen auch der vermutete 
Signaltransduktionsweg über MAPK bestätigt (Salameh et al., 2008). Hier wurde 
gezeigt, dass der Phenylephrin-induzierte Anstieg von Cx43 über die Aktivierung von  
PKC, p38, p42/44 und JNK erfolgt. 
Was könnte nun die physiologische bzw. pathophysiologische Bedeutung dieser 
Ergebnisse sein? 
Bezüglich der Hypertrophie vergrößert sich die Zelle, das heißt es wird mehr Strom 
aus der Nachbarzelle benötigt, um die (nun größere) Membran umzuladen. Um dies 
zu gewährleisten ist es physiologisch sinnvoll, dass eine Hypertrophie auch mit einer 
Zunahme der Gap Junction Expression einhergeht.  
Pathophysiologisch wurde bereits gezeigt, dass der Einbau der Gap Junction Kanäle 
bei Hypertrophie durch Mechanostress (Dilatation) überwiegend lateral erfolgt (Kostin 
et al., 2004, Polontchouk et al., 2001). Dies könnte zu einer verstärkten transversalen 
Erregungsausbreitung führen, wodurch es hier zu einer Reentrybegünstigung und 
somit zu einem erhöhtem Arrhythmierisiko kommen kann.   
Das menschliche Arbeitsmyokard enthält hauptsächlich Cx43 und in geringen 
Mengen Cx45. Im Vorhofmyokard konnte ein mäßiger Gehalt aller drei Connexine 
(Cx43, Cx45, Cx40) nachgewiesen werden, wobei hauptsächlich Cx40 und etwas 
weniger Cx43 exprimiert werden, und im Sinusknoten befindet sich vorwiegend Cx45 
(allerdings nur ein geringer Gehalt an Cx45), jedoch kein Cx43 (Davis et al., 1995). 
Aufgrund dieser Verteilung und dem vorwiegenden Anstieg  von Cx43 unter 
Noradrenalin in beschriebenen Versuchen, kann hier eine mögliche 
pathophysiologische Bedeutung am menschlichen Myokard bei erhöhtem  
Noradrenalinspiegel vermutet werden. Die Erregungsleitungseigenschaften des 
normalen Vorhof- und Kammermyokards werden durch Anzahl, Größe und 3-D-
Verteilung der interzellulären Gap Junctions bestimmt. 
Viele Faktoren, u.a. erhöhte Katecholaminspiegel, führen zu einer Beeinträchtigung 
der Herzfunktion und machen das Herz anfällig für das Entstehen von Arrhythmien. 
Als Antwort auf eine akut gesteigerte Herzbelastung reagieren die Kardiomyozyten 
mit einer kompensatorischen Größenzunahme, die mit einer gesteigerten Expression 
kardialer Connexine assoziiert ist. So konnte unter 24-stündiger Behandlung 
neonataler Herzmuskelzellen mit cAMP, einem potenten Mediator kardialer 
Hypertrophie, eine Zunahme des Gesamtgehaltes von Cx43 beobachtet werden, 
begleitet von einer gesteigerten Leitungsgeschwindigkeit (Darrow et al., 1996). 
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Wie bereits erwähnt, kommt es neben dem Anstieg der Cx43 Konzentration auch zu 
einer Umverteilung bzw. einem überwiegend lateralen Einbau von Gap Junctions bei 
Hypertrophie (Kostin et al., 2004). 
Bezogen auf diese Arbeit kann bei einem nachgewiesenem Anstieg von Cx43 und 
einer erhöhten Leitfähigkeit, die Entstehung von ventrikulären Arrythmien vermutlich 
begünstigt werden. 
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5. Zusammenfassung: 
 
Noradrenalin ist einer der wichtigsten Mediatoren im Körper, u.a hinsichtlich des 
Wachstums und Remodeling am Herzmuskel, insbesondere bei Herzinsuffizienz. 
Die Herzinsuffizienz stellt keine Einzelerkrankung dar, sondern vielmehr das 
Endstadium verschiedener Erkrankungen, die aber alle ein erhöhtes Arrhythmierisiko 
bedingen.  
Einer der Kompensationsmechanismen bei Herzinsuffizienz ist die Stimulation des 
sympathischen Nervensystems  und damit einer vermehrten Ausschüttung von 
Noradrenalin. Frühere Studien zeigten, dass Noradrenalin bei Herzinsuffizienz zu 
einer Hypertrophie der Kardiomyozyten  führt, wobei es sich hierbei hauptsächlich 
um einen α-Adrenorezeptor vermittelten  Effekt handelt (Pönicke et al. 2001; Schäfer 
et al. 2000) 
Es zeigte sich auch die Parallelität von Hypertrophie und Gap Junction 
Hochregulation bei den hypertrophen Stimuli Angiotensin und Endothelin 
(Polontchouk et al., 2002). 
 
Weiterhin wurde zuvor gezeigt, dass  neu gebildeten Gap Junctions nicht wie normal 
am Zellpol, sondern vermehrt an der Seite der Zelle eingebaut werden, wie es auch 
bei der Herzinsuffizienz beobachtet wurde (vgl. Severs, 2004, 2008).  
Eine solche fehlerhafte Lokalisation kann dann zu einer veränderten Richtung der 
Aktionspotentialfortleitung führen, was wiederum zu Rhythmusstörungen führen kann 
(vgl. Dhein, 2006).  
Aus dem oben gesagten ergaben sich die Fragestellungen, ob auch Noradrenalin zu 
einer Veränderung der kardialen Gap Junction Protein Expression führt und wenn ja, 
über welchen Adrenozeptor (α oder β) dies transduziert wird. 
Es wurde hier das Zellkulturmodell mit ventrikulären, neonatalen 
Rattenkardiomyozyten (Alter 1-2 Tage) gewählt, da sich dieses Myokardmodell für in 
vitro Untersuchungen der Regulation der kardialen Gen-Expression und 
Phosphorylierung durch Wachstumsfaktoren allgemein durchgesetzt hat (Kwak et al. 
1999; Long et al. 1989; Parker et al. 1990).  
Im weiteren Versuchsablauf wurde die Zellkultur mit Noradrenalin in aufsteigender 
Konzentration inkubiert, um den Einfluss des Peptids auf die Synthese und 
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Phosphorylierung der Connexine zu untersuchen. Der Nachweis erfolgte mit Hilfe 
des Western Blot Verfahrens, mit dem es möglich ist, eine isolierte Betrachtung 
einzelner Faktoren (wie hier der Einfluss von Noradrenalin) auf die Regulation der 
Gap Junction Expression  durchzuführen. Die Dauer der Inkubation betrug in den 
Versuchen 24 Stunden. Nach dieser Zeit war ein deutlicher Anstieg der Expression 
auch schon bei niedrigen Noradrenalinkonzentrationen nachzuweisen (EC50: ca. 1 
nM).  
In der Frage der quantitativen Proteinbestimmung wurde eine der Methoden gewählt, 
die auf bestimmten Farbreaktionen beruhen, da diese gut geeignet sind für komplexe 
Proteinmischungen. Eine klassische Methode dieser Gruppe ist die 
Proteinbestimmung nach Lowry (Lowry et al. 1951).  
Aufgrund der Untersuchungsergebnisse wird deutlich, dass die Synthese der 
kardialen Cx43 Expression durch Noradrenalin stimuliert wird. Die Stimulation ist 
hierbei selektiv für die Expression von Cx43. Auf die Expression von Cx40 hat 
Noradrenalin hier keinen regulatorischen Einfluss. Die Blockade der α-Rezeptoren 
und die damit verbundene Inhibierung  des Noradrenalineffektes hat gezeigt, dass es 
sich hierbei vor allem um einen α-Rezeptoren vermittelten Effekt handelt. Eine 
Blockade der β-Rezeptoren hatte keinen inhibitorischen Effekt auf die Hochregulation 
der Expression von Cx43 durch Noradrenalin. Es kam hier sogar zu einer verstärkten 
Cx43 Expression verglichen mit der Cx43 Expression unter Noradrenalin ohne β –
Rezeptorblockade, vermutlich durch Rezeptorcrosstalk im Sinne einer Hemmung. 
Die Western Blot Analysen der in vivo Proben bestätigten das Ergebnis, dass es sich 
um einen vorwiegend α-Rezeptor vermittelten Effekt durch Noradrenalin auf Cx43 
handelt. Hier kam es unter Phenylephrin, d.h. unter einer α-Rezeptoren-Stimulation, 
zu einem deutlichen Anstieg der Cx43- Expression.  
Allerdings zeigte sich in den in vivo Versuchen auch unter Isoprenalin (β-Rezeptoren-
Stimulation) ein geringer Anstieg von Connexin 43. 
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